Produkce lasalocidu a Slechténi kmene

Streptomyces lasaliensis
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Lasolocid (pfivodn& oznaf. jako antibiotikum X-537A),
produkovany kmenem S. lasaliensis [1, 2], je oligoethe-
rové antibiotikum G&inné proti kokcidi6ze, parazitdrnimu
onemocn&ni driibeZe, vyvolané parazitickymi kokcidie-
mi rodu Eimeria. Spolu s daldimi antikokcididlnimi pre-
parédty (salinomycin, narasin a monensin) patii do sku-
piny ionoforil, od nichZ se v3ak lisf v iontové selektivité.
Na rozdil od nich je schopen piendSet i bivalentniionty
jako Mg2+ a Ca’+, coZ je pravdépodobné pritinou schop-
nosti lasalocidu piisobit na kmeny kokcidii, které jsou
jiZ rezistentnf vii¢i monensinu a narasinu.

Streptomyces lasaliensis produkuje téZ zna€né toxicke
peptidové antibiotikum chinomycin A (synonyma levo-
mycin, echinomycin, antibiotikum X-948) [3—7]. Cilem
této prace bylo najit mutanty produkujici pouze lasalo-
cid, resp. chinomycin A.

MATERIAL A METODY

PouZité mikroorganismy: Streptomyces lasaliensis NRRL
3382R (United States Department of Agriculture, Peoria,
Illinois, USA). Bacillus subtilis (testovaci mikroorganis-
mus), Mikrobiologicky tstav CSAV, Praha. Kultiva&ni
média (sloZeni v g.1-1): tekutd phda: sojovd mouka 15,
glukosa 50, NaCl 3, CaCO; 3, Fe;(S04)5 0,3, destilovana
voda; titratni plida pro testovani biologické aktivity:

K,HPO, 0,69, KH,PO, 0,45, kvasniény extrakt 2,5, glukosa
10, agar 30. Biologickd aktivita vii€i Bacillus subtilis byla
testovdna plotnovou diftzni metodou.

Pro tenkovrstevnou chromatografii byly pouZity des-
ky Silufol a Silufol UV 254 (Kavalier, CSSR) a PSC Fer-
tigplatten Kieselgel 60 F-254 (Merck, NSR) a systémy
heptan-ethylacetdt-methanol (6:3:1 resp. 6:3:3).

Mutageneze: Kmen S. lasaliensis byl vystaven piisobent
UV-zafeni o fluenci energie 240 a 360 ].m-2 Mutanty
ziskané po pilisobeni fluence energie 240 J.m~-2 [vedou-
cf k preZiti asi 1% populace) byly testoviny na pro-
dukci antibiotik. Vybrané mutanty byly déle podrobeny
pfirozené selekci; po dalSim stupni pilisobeni UV-zareni
byl z tohoto vyb&ru ziskdn mutant 41 L produkujici
pouze lasalocid. V obdobné sérii mutagennich experi-
mentidi a pfirozenych rozsevit byl ziskdn mutant 61, pro-
dukujici pouze chinomycin A. 3

Izolace produktu z kmene 41 L. Po pétidenni kultivaci
byla fermentatni tekutina vakuové odfiltrovana - pfes
kifemelinu, 3krat promyta ethylacetatem, extrakt. byl
pak promyt 10 % Na,COs;, vodou a vysuden siranem sod-
ngm. Odparek ziskany po vakuovém odpaifeni byl d&len
preparativni TLC v soustavé hexan-ethylacetdt-methanol
(6:3:1). Byla ziskdna bild pevné latka, ktera byla na
zdklad® dat NMR- a hmotnostni spektrometrie a Rr hod-
not identifikovdna jako lasalocid A.
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Izolace produktu z kmene 61. Po pétidenni kultivaci
bylo mycelium vakuov& odfiltrovdno pies kfemelinu a
pak se postupné 3krat rozmichalo s acetonem. Spojené
acetonové filtraty byly vakuové zahu3tény, protiepany
0,1M NaOH, vodou a vysudeny sfranem sodnym. Po va-
kuovém odpafeni ziskany odparek byl délen prepara-
tivnf TLC v soustavé hexan-ethylacetdt-methanol (6:3:3).
Byl ziskén slab& naZloutly pevny produkt, ktery na za-
kladé srovndni dat NMR-spektrometrie s literdrnimi
tidaji a dat hmotnostni spektrometrie s daty autentické-
ho vzorku je identifikovdn jako chinomycin A (CsyHgy
N1201,8;; Mr 1100) [5, 6].

”\r

chinomycin A

VYSLEDKY A DISKUSE

Z prirozenych rozsevli a rozsevii po mutagennich za-
sazich se ziskaly z kmene Streptomyces lasaliensis mu-
tanty produkujici vidy jen jedno ze dvou antibiotik,
produkovanych rodi¢ovskym kmenem. Podle hodnot TLC
a srovndnim spektrdlnich dat [(NMR- a hmotnostni
spektra) s literdrnimi Gdaji a s daty autentického vzor-
ku bylo jedno antibiotikum charakterizovdno jako lasa-
locid A, zatimco u dalsiho antibiotika jde o chinomycin
A, latku peptidového typu, patiici do skupiny chinoxa-
linovych antibiotik [7—9].

Tabulka 1. Vliv intenzity vzduSnéni a frekvence otdéek
michadla na produkci antibiotik

a
. Frekvence Produkce
Kmen l\{f%ﬁﬁ:‘f’;} otadek [Hz] [mg.1-1]
1,0 69
4L 0.6 8,5 200
1,2 76
1,0 100
61 08 8,5 330
0,6 345
0,6 6,5 418

a) vzduSnéni mensi neZ 0,6 1.

min—1 nebylo moZno na daném za-
Fizeni nastavit.

Byl vypracovdn postup kultivace obou uvedenych mu-
tanti (41 L a 61)-v 5 1 fermenta&nich laboratornich
tancich. Zjistilo se, Ze produkce obou antibiotik zAvisi
siln® na intenzit® vzdudnéni (fab. 1) a na teplotd. Zv§-
Senf teploty kultivace na 32 °C vede ke sniZeni produkce
na 20 %, pfi 37°C je produkce témé&F nulova.

Lektoroval ar. V. Jirki, CSe.
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Streptomyces lasaliensis produkuje kromé jinych la-
tek i oligoetherové kokcidiostatikum lasalocid. Pfiroze-
nou selekci a selekci po mutagennich zdsazich byly
ziskdny jednak mutanty, produkujici pouze lasalocid, jed-
nak mutanty, produkujici pouze chinomycin A. Byl vy-
pracovan zpihsob izolace, Cisténi a analytického stano-
ven{ obou latek.

LWiraiineposa, H., Jlunaecka, E., Wypaun, H., Bawek, 3.:
Mpoaykuus nacaionupa M celeKuws wramma Streptomy-
ces lasaliensis. Ksac. npym. 32, 1986, Ne 7—8, crp. 198—
—199.

Streptomyces lasaliensis o6pa3yer CcpeAH TpPOYHX Be-
HECTB M OJHTro3QUPHBIA KOKIHAHOCTATHK Jacaaouua. Ilpu-
pojuoit cenekumeii 1 oTGOPOM ToOcJAe MyTareHe3a Ml NoJy-
YW BO-TNEPBLIX MYTaHTHl 006pa3yioliHe TOJLKO Jacasoumj,
BO-BTOPBLIX, XuHomuumuH A. Mul paspaGoranm MeTon Bbije-
JeHHsI, OYHCTKH H aHAJHTHYECKOro omnpejesieHns oGOHX Be-
LLECTB.

Steinerova, N. - Lipavskd, H. - Cudlin, J. - Vanék, Z
Isolation of Lasalocid and the Improvement of a Strain
of Streptomyces lasaliensis. Kvas. priim. 32, 1986, No.
7—8, pp. 198—199.

Streptomyces lasaliensis produces besides other sub-
stances the oligoether coccidiostatic lasalocid. Mutants
producing only lasalocid and mutants producing only
quinomycin A were obtained both by natural selection
and selection after mutagenic treatment. Isolation, puri-
fication and analytical determination of both compounds
were worked out.

Steinerova, N., Lipavska, H., Cudlin, ]., Vanék, Z.: Pro-
duktion von Lasalocid und Ziichtung des Stammes
Streptomyces lasaliensis. Kvas. prim. 32, 1986, Nr. 7—8,
S. 198—199.

Streptomyces lasaliensis produziert ausser anderen
Stoffen auch das Oligodther-Kokzidiostatikum Lasalo-
cid. Mittels natiirlicher Selektion und Selektion nach
Mutagenese wurden sowohl Mutanten, die nur Lasalo-
cid, als auch Mutanten, die nur Chinomycin A produ-
zieren, gewonnen. Es wurde die Methode der Isolie-
rung, Reinigung und analytischen Bestimmung beider
Stoffe ausgearbeitet.



